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Sperling 3E (1971) 发 现在 精子 减少 症 患者 的 精液 中 ， 有 一 定数 量 的 未 成 熟 生殖 细 
胞 ， 可 用 于 染色 体 标本 的 制备 和 分 析 。 遍 后 ,一 些 研究 者 在 男性 不 育 症 的 研究 中 相继 采用 
这 一 新 的 分 析 方 法 ， 并 取得 了 一 些 有 意义 的 结果 ( 郭 建 民 等 ，1984，Egozcuc 等 ， 1981; 
San Roman, 1979, Templado%, 1980) , 但 由 于 幼稚 生殖 细胞 在 精液 中 常常 旺 退 行 
性 变化 ， 有 正常 活力 的 分 裂 细 胞 数量 比较 少 。 这 就 给 染色 体 标 本 的 制备 和 栈 变 的 检 出 带 
来 很 大 困难 ， 也 就 限制 了 精液 染色 体 分 析 方 法 欧 使 用 范围 。 我 们 在 进行 2 例 放 射 工作 人 
员 的 精液 生殖 细胞 染色 体 分 析 时 ， 曾 发 现 其 精液 中 未 成 熟 生 殖 细胞 的 徽 核 率 有 明显 增高 
( 施 立 明 ，1984) 。 Laihdctic (1986) 也 曾 对 吸烟 者 精液 中 精细 胞 的 徽 核 作 过 观察 。 本 
文 报道 了 31 例 男性 不 育 或 低 生育 力 病人 的 精液 生殖 细胞 微 核 测定 结果 ， 并 对 男性 不 育 和 
其 精液 生殖 细胞 微 核 率 的 关系 进行 了 初步 探讨 。 


材料 和 方法 


男性 不 育 及 低 生 育 力 病 人 的 精液 标本 来 自 于 云南 省 卫生 防疫 站 ， 昆 明 医 学 院 第 一 附 
属 医 院 ， 第 二 附属 医院 等 单位 的 门诊 部 ， 对 照 标本 来 自生 育 力 正常 的 自 感人 员 。 





昆明 于 党 院 第 二 附属 医院 段 庭 武 主任 及 第 一 附属 医院 段 永 洗 医师 等 对 本 工作 给 予 了 大 力 支持 ， 在 此 一 并 致 评 。 
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精液 采集 后 ， 首 先进 行 精子 密度 计数 , 然后 以 10 毫 升 和 的 TIM 培 养 液 (Testes Isolation 
Medium，Tate: 等 ，1983) 稀释 。 混 义 后 以 1000 RPM bloat, 3p bi ik. BAY 
上 步骤 两 次 。 视 沉淀 物 的 多 少 加 入 适量 的 0.4% KCIl 低 渗 液 ， 室 温 处 理 1 一 3 分 钟 ， 离 
心 。 收 集 沉 淀 物 以 甲醇 : 冰 酷 酸 固 定 液 (50: 1) 固定 两 次 ， 每 次 15 分 钟 。 固 定时 LR 
管 缓 缓 地 欢 散 细胞 团 块 ， 静 置 数 分 钟 后 弃 去 沉积 于 管 底 的 精子 。 固 定 后 的 细胞 悬浮 液 滴 
于 干燥 的 洁净 载 玻 片上 ， 空 气 干 燥 。 5 % 的 Giecnt. a 磷酸 盐 缓 冲 液 (pbll- 6.4) Be, Di 
红 复 染 ， 镜 检 。 

TIM 液 的 配制 ， 称 Be NaCl 6.033%, KC! 3,.39 克 ，CaCl,*2H2O 0,18 克 ，MgSO,* 
7HLO 0.3%, Na,HPO, 0.853%, KILPO, 0.09%, Meee 1 克 ， MAR 水 至 1000 毫 
升 ， 并 加 入 0,.5 一 1.0 上 毫升 的 0.5% 栈 红 溶 渡 作 指示 剂 ， 最 终 p 了 HH 为 7 .2 一 7 ,3。 


结果 与 讨论 


以 低 渗 的 KCl 溶液 作 短 时 间 处 理 ， 并 以 含 少量 冰 醋 酸 的 甲醇 固定 液 代替 文献 报道 的 
Helly"s 固 定 液 ， 制 得 标本 质量 有 了 明显 改进 《图 版 I. A 一 I) 。 生 殖 细 胞 呈 较 规则 的 加 
形 。 短 时 间 炮 渗 处 理 可 使 细胞 稍为 脱 大 ， 这 样 制 备 标 本 的 微 核 与 主 核 不 易 重 登 ， 有 利于 
微 核 的 鉴别 和 计数 。 含 少量 六 醋酸 的 甲醇 固定 液 ， 可 减少 精液 中 生殖 细胞 与 精子 聚集 成 
团 块 沉淀 ， 并 有 利于 在 固定 时 分 层 除 去 大 部 分 精子 ， 标 本 的 背景 较为 清晰 。 当 然 ， 需 注 
意 掌握 合适 的 低 渗 时 间 并 严格 控制 固定 液 中 冰 醋 酸 的 含量 ， 以 保持 生殖 细胞 形状 的 完 
整 。 精 液 中 的 幼稚 生殖 细胞 团 块 因 处 于 异常 的 环境 中 ， 其 活力 差别 很 大 ， 以 过 碘 酸 一 一 
席 夫 反应 染色 区 别 精细 胞 的 项 体 期 及 高 尔 基体 期 《Tates 等 ，19835 Láhdetie, 1986) , 
有 时 往往 很 困难 。 所 以 ， 我 们 从 形态 学 的 角度 区 分 不 同 阶段 的 生殖 细胞 ， 并 注意 鉴别 非 
生殖 细胞 。 

进入 高 尔 基 体 期 及 顶 体 期 的 精细 胞 其 形态 特征 为 ， 核 致密 而 圆 ， 胞 质 中 无 嗜 色 颖 
粒 ， 由 于 项 体 的 形成 ， 这 个 时 期 的 细胞 核 均 偏向 于 细胞 的 一 侧 ， 细 胞 外 形 奶 呈 较 规则 的 
圆 形 ， 精 液 中 的 精 母 细胞 ， 其 外 形 虽 似 精 细胞 ， 但 体积 比 精 细胞 大 。 染 色 特 征 与 精细 胞 
AG, WRT APR, RAR RRR, Wb, ED RBA, RR 
分 裂 不 分 离 ， 常 可 观察 到 含 两 个 或 四 个 精细 胞 的 合 胞 体 。 有 时 在 这 类 细胞 中 出 现 微 核 
(ARI. D. F, G) 。 这 类 细胞 如 继续 发 育 ， 则 可 能 形成 双 头 等 畸形 精子 (图 版 
I.F.HD 。 在 精液 中 未 观察 到 精 原 细 胞 ， 这 与 文献 报道 (Laihdetie，1986) 的 相 一 致 。 

在 一 些 伴 随 有 生殖 腺 炎症 的 不 育 病 人 精液 中 ， 俩 尔 还 见 有 粒 细 胞 和 淋巴 细胞 。 粒 细 
胞 具有 不 规则 的 分 叶 核 ， 胸 质 染 色 较 深 并 有 了 嗜 色 颗 粒 ， 淋 巴 细 胞 则 直径 较 小 ， 细 胞 质 也 
少 ， 细 胞 核 旦 肾 形 或 缺 刻 形 。 根 据 这 两 类 细胞 核 的 形态 特征 ， 不 难 和 生殖 细胞 相 区 分 。 

在 一 部 分 不 育 病 人 精液 中 ， 除 有 脱落 的 生殖 细胞 外 ， 有 时 还 可 网 到 数量 不 等 的 上 皮 
细胞 ， 这 类 不 规则 的 多 边 形 细胞 的 直径 为 精细 胞 的 数 信 以 上 。 核 小 ， 一 般 呈 椭圆 形 ， 很 
SBA (MRI). 

在 观察 的 31 例 不 育 或 低 生 育 力 病人 中 ，10 例 为 无 精 症 ， 1 例 为 多 精 症 。 在 其 精液 中 
均 未 观察 到 功 稚 生殖 细胞 ， 这 可 能 是 由 于 精子 发 生 的 原 发 性 障碍 或 某 些 内 分 泌 方 面 的 原 
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因 所 致 。 估 此 这 些 患 者 未 能 进行 微 核 检 查 。 在 其 余 20 例 中 ，9 例 患 者 的 幼稚 生殖 细胞 
微 核 率 显 著 升 高 ， 平 均 微 核 率 为 64%s。 对 照 组 的 微 核 率 为 21,5‰。 观 察 结果 列 于 表 1 。 
由 于 已 知 微 核 率 增 高 是 染色 体 或 肥 丝 分 裂 器 损伤 的 表现 ， 可 见 在 男性 不 育 病因 中 ， 妇 色 
位 或 有 丝 分 裂 器 的 损伤 是 不 可 忽视 的 因素 。 值 得 注意 的 是 ， 微 核 率 的 高 低 和 患者 的 年 龄 
及 精子 密度 似 无 一 定 关 系 。 

在 检查 的 患者 中 ， 有 3 例 是 从 事 放 射 医 学 的 工作 人 员 ， 其 工龄 分 别 为 2 、 8 . 12 
年 。 精 液 生殖 细胞 微 核 率 分 别 为 16%、26%o、30%o。 微 核 率 有 随 其 工龄 增加 而 增加 的 趋 
3*, Lühdctie&y (1981) ， 在 以 和 -射线 诱发 大 鼠 早 期 生殖 细胞 微 核 的 研究 中 ， 发 现在 一 
定 的 范围 《0 一 600 rad) 内 ， 微 核 率 和 剂量 呈 线 性 关系 。 我 们 的 观察 结果 与 动物 实验 
结果 是 吻合 的 ， 也 说 明 精 液 生 殖 细 胞 的 微 核 可 以 反映 辐射 诱发 的 遗 传 损伤 。 

我 们 还 观察 到 ， 高 微 核 率 的 病人 往往 伴随 有 了 减 数 分 型 不 分 离 以 及 高 比例 的 畸形 精子 
(2n 精 子 、4n 精 子 及 精子 细胞 不 变态 等 ， 图 版 1， D, F., G, H) , 。Tates 等 《1981) 
在 研究 X- 射 线 对 田鼠 CMicrotus oeconomus) 生殖 细胞 的 影响 时 ， 曾 发 现 辐射 可 诱发 田 
鼠 高 频率 的 二 倍 体 精子 出 现 。 在 一 放射 医师 的 精液 中 我 们 也 观察 到 了 同样 的 结果 。 这 
说 明 辐 射 和 其 他 诱 变 因素 都 可 能 引起 减 数 分 裂 过 程 发 生 异 常 。 这 些 异常 往往 导致 生殖 细 
胞 不 正常 分 离 或 产生 无 活力 及 低 活 力 的 精子 ， 从 而 影响 患者 的 生育 能 力 。 

需要 指出 的 是 ， 5 例 作 为 对 照 的 志愿 者 精液 幼稚 生殖 细胞 微 核 率 也 比较 高 〈 最 高 达 
4095, REALL. So 3E392921.596) 。 大 大 高 于 Tates 等 (0983) 有 关 几 种 实验 动物 和 
1 例 人 类 睾丸 组 织 活检 材料 中 的 精细 胞 自发 微 核 率 (0 一 2 i), A T Lähdetie (1981) 
报道 的 大 鼠 举 丸 精细 胞 的 自发 微 核 率 (0.13—0.30%) 。 但 与 Lihdetie (1986) 报道 的 
正常 可 育 人 精液 中 幼稚 生殖 细胞 的 微 榨 率 (116%) 接近 。 在 不 育 患 者 中 ， 有 的 生殖 细胞 
微 核 较 大 ， 接 近 、 其 至 达到 主 核 直径 的 1/3 (图 版 IT.B、C) 。 有 的 细胞 还 有 两 个 以 上 
的 微 核 ， 甚 至 还 有 核 碎 解 现象 (图 版 了 1.B、E) 。 这 可 能 提示 ， 不 育 病 人 精液 的 生殖 细 
胞 微 核 ， 不 芭 来 自 徽 小 的 染色 体 断 片 ， 而 且 相 当 一 部 分 还 可 能 来 自 一 条 或 一 组 落后 染色 
fk, 或 与 有 丝 分 裂 器 的 损伤 有 关 。San Roman 等 (1979) 、Egoczcue 等 (1981) 及 Chandley 等 
(1986) 曾 认为 ， 在 男性 不 育 病人 人 中， 相互 易 位 可 导致 减 数 分 型 中 出 现 异 党 的 染色 体 联 
会 ， 在 中 期 1 时 形成 四 价 体 。 这 种 易 位 染色 体 可 能 是 巨 微 核 形成 的 一 个 可 能 原因 。 当 
然 ， 精 液 生殖 细胞 的 高 微 核 率 ， 除 与 本 身 畸 变 率 有 关外 ， 还 可 能 与 幼稚 生殖 细胞 灌 贸 在 
精液 这 一 非 正常 环境 有 关 。 特 别 是 长 时 间 的 沾 留 更 易 引 起 核 退 行 性 变化 如 核 碎 解 和 微 核 
的 出 现 。 

此 和 外， 在 19 名 已 知 精子 密度 县 进行 了 幼稚 生 欧 细胞 微 核 观察 的 不 育 突 人 中 ，10 例 的 
精子 密度 高 于 对 照 组 值 ， 其 中 ， 5 例 生 殖 细 胞 微 核 率 也 显著 高 于 对 照 组 。 这 说 明 ， 不 育 
并 不 总 岩 现 为 患者 精子 密度 的 降低 。 在 一 定 范围 内 ， 不 育 与 精子 的 质量 关系 看 来 更 为 密 
切 。 此 外 ， 能 产生 一 定数 量 精子 的 不 育 病 人 ， 与 对 照 组 相 比 ， 其 精液 中 陪 落 的 幼稚 生殖 
细胞 密度 要 高 得 多 。Templodo (1980) 在 研究 生育 力 降低 者 精液 中 生殖 细胞 染色 体 畸 变 
时 也 观察 到 了 相同 的 现象 。 这 个 结果 也 表明 了 可 育 者 与 不 育 患者 在 精液 质量 上 的 差异 。 
总 之 ， 我 们 的 结果 虽 属 初步 ， 但 至 少 说 明 ， 精 液 生殖 细胞 微 核 测定 简单 可 行 ， 在 男 
性 不 育 症 病因 以 及 鉴别 诊断 中 是 值得 试行 的 新 技术 。 此 和 外， 也 提示 在 相当 比例 的 男性 不 
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明显 升 高 。 
*X 1 20 BI W E BC AC rb bo RE SE Ob a I 
sm sn MO, CARE "a & tt 
1 不 详 52.8 500 18 Be St BAN AE HS, PE TE £T 2096 
2 不 详 21.4 500 44° 有 精子 细胞 不 变态 现象 
3 28 15.8 500 26 从 事 放射 医学 8 SEL RASKIN, RENTAS 
4 22 2.3 250 16 丛 事 放射 医学 IEG, RRS AH wap wa 
5 33 40.0 500 122 MER AN, M ERE eT 200% 
6 81 未 计数 500 84*” AMF MMT REBS, HUDEOURXT205 
7 27 5.0 500 44° 
8 — 32 73.2 500 44* RL A OE TE £T 2004 
9 不 详 18.8 250 20 精液 不 液化 ， 多 脱落 上 上皮 细 胞 
10 24 24.2 500 32 MRP, SEHR aR 
11°31 36.1 500 72"” ERAN, MAA RIEUDE 1 次 
12 38 35.0 500 32 MEME, Se Lee, REI 
13 39 100.0 $67 30 从 事 放射 医学 12 年 ， 无 子女 
t4 24 54.0 t00 40 精 浪 中 幼 蕉 生理 细胞 过 少 
15 33 50.0 500 28 4 RAS eee ee ct Lee eee | 
16 32 74.0 500 52* B REM Pie 6. Ce Pees 
17 df 29.0 500 20 
18 RË <1 500 28 
18 30 105.0 233 47* fiot A XOB ok EAE M 
20 33 23.0 300 47* 
um 
1 33 34.4 251 49 
2 48 18.0 214 14 
3 41 52.2 87 11.5 
4 30 31.0 252 20 
5 ORE 13.4 509 18 
PH 39.6 29.4 (3.21304 21.5 
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OBSERVATION ON MICRONUCLE!] OF IMMATURE 
GERM CELLS IN SEMINAL FLUID OF INFERTILE MAN 


Xiong Xikum Shi Liming 


(Kunming Institute of Zoology, Academia Sinica, Kunming) 


The immature germ cells of human scmen were used for study of the relation 
between chromosomal damage and male infertility, Semen samples arc collected 
from 31 infertile men and 5 fertile donors. The results show that the micro- 
nucleus (MN) frequency of 9 cases are statistically higher than that of control 
group. The highest MN frequency is 122% and the lowest is 16% in 20 cases, 
In other 1] cases which arc azoospermia or polyspermia, we have not observed 
the MN for lack of immature germ cell in the semen, The high MN frequency 
invariably accompanied the non-disjunction of meiosis and high frequency of 
diploid and tetraploid spermatids or sperm. Our results also indicate that the 
increase of micronuclei is a possible factor of male ínfertility, The use of MN 
as an indicator of genotoxic exposure of man is also discussed. 


Key words: Infertility, Immature germ cell in semen, Micronucleus 
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Fig. Dyskaryosis of immature germ cells and teratospermia in human semen 
A.B.C.D. Micronuclei in germ cells 
E. Rupture of germ cell nucleus i | 
F. Non-disjunction of meiosis and diploid sperm 
G.H. Non-disjunction of meiosis and tetraploid sperm 
I. Shape and size comparision of epithelial cell and sperm cell 


